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ABSTRACT
tRNAu" UAA (trnL) intron have been widely utilised for phylogenetic reconstruction in angiosperm families. Two main helical
elements of secondary structure of trnL intron (stem loop regions P6 and P8) contained the most variable sequences across taxa.
Detailed examination on the insertion-deletion events in trnL intron sequences of 110 species of Dipterocarpaceae has identified
4 stem loop structures within both loops. The first stemJoqp was found in P6 loop and three other were discovered in P8 loop.
These structures featuring characteristic for genericJinfra-generic level depended upon which taxonomic classifications are foJJowed.
One of these structures formed a large loop of 72 nucleotides and was a unique major stem loop in Dipterocarps family whose loop
was the major structural mutation of trnL intron in this family.
Kata kunci: Mutasi struktural, meranti-merantian, Dipterocarpaceae, intron trnL, indel, filogeni.
PENDAHULUAN
Daerah yang tidak menghasilkan kode genetik
(non-coding regions) dari genom kloroplas telah
menjadi pilihan utama dalam bidang filogenetika
molekuler tumbuhan berbunga (Borsch et al, 2003;
Hamilton et al., 2003). Daerah tersebut merupakan kopi
tunggal dari salah satu induk tumbuhan, sehingga
ortologi urutan nukleotida dapat terdeteksi dengan
jelas, karena kemungkinan terjadinya rekombinasi antar
genom dalam setiap plastida sangat kecil. Rangkaian
gen trnL-T merupakan salah satu gen pada genom
kloroplas dan telah banyak digunakan untuk menelaah
hubungan evolusi dalam berbagai tingkatan takson
(Tarbelet, 1991; Bayer et al, 2000; Zimmer et al., 2002;
Davis etal, 2002; Aoki etal, 2003; Kim etal., 2004;
Koch et al, 2005; Yulita et al., 2005; Gamage et al.,
2006, Tarbelet, 2007). Rangkaian gen trnL-F terdiri dari
2 buah ekson trnL yang dipisahkan oleh intron grup I
(Kuhsel et al, 1990), intergenic spacer dan ekson trn¥
(Gambar 1). Struktur sekunder pada intron trnL
berbentuk rangkaian stem loop yang memiliki dua loop
utama (P6 dan P8) yang merupakan daerah yang
beragam urutan DNA-nya (Borsch etal., 2003; Oksanen
et al., 2004; Tarbelet et al., 2007).
Dipterocarpaceae merupakan salah satu suku
terbesar tumbuhan berbunga di hutan tropika Asia.










Gambar 1. Diagram gen trriL-V berikut urutan DNA
primer intron trnL (c dan d).
diantaranya menurut Symington (1943), Meijer dan
Wood (1964, 1976), Kostermans (1978; 1985; 1989;
1992), Maury-Lechon (1978) dan Ashton (1982).
Klasifikasi baku (Ashton, 1982) membagi suku ini ke
dalam 3 anak suku, Dipterocarpoideae (di Asia),
Monotoideae (di Afrika dan Amerika Selatan) dan
Pakaraimoideae (di Amerika Selatan). Suku ini terdiri
atas 15, 16 dan 19 marga dan 470 hingga 580 spesies
(Maury-Lechon dan Curtet, 1998). Sebagian besar
jenis-jenis Dipterocarpaceae berasal dari anak suku
Dipterocarpoideae. Studi filogenetika molekuler yang
salah satunya menggunakan intron trnLV pada
Dipterocarpaceae jugasudah dilakukan (Tsumura et
al., 1996, Yulita et al., 2005;Gamagee? al, 2006). Studi
filogenetika molekuler tersebut menunjukkan bahwa
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pembagian marga dalam Dipterocarpaceae sebagian
besar sesuai dengan klasifikasi yang sudah ada
(Symington, 1943; Meijer dan Wood, 1964;Maury, 1978;
Ashton, \9$2). "KJnusus pada maiga Shorea yang
sangat beragam, hasil studi filogenetika molekuler
cenderung mengikuti klasifikasi berdasarkan timber
grouping (Symington, 1943) dan Maury (1978).
Namun demikian, tidak ada satupun dari studi
filogenetika molekuler tersebut yang menelaah secara
detail tentang mutasi struktural pada gen yang
digunakanuntukrekonstruksi filogenetika. Studi-studi
tersebut hanya melakukan penjajaran urutan DNA
sebelum analisis filogenetika untuk mendapatkan
deduksi homologi urutan DNA. Padahal, penjajaran
urutan DNA belum tentu dapat menggambarkan
homologi urutan DNA secara tepat karena seringkali
terdapat mutasi struktural yang bersifat homoplasi. Jika
struktur ini diabaikan, maka akan memberikan inferensi
filogenetika yang kurang tepat. Sebaliknya, keberadaan
struktur ini bisa bermanfaat bila ternyata struktur
tersebut konsisten dijumpai pada takson tertentu
sehingga dapat digunakan sebagai marka molekuler
untuk pendeteksian keragaman urutan DNA dalam
berbagai tingkatan takson.
Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi
seluruh urutan DNA intron trnL yang berasal dari anak
suku Dipterocarpoideae. Dari hasil evaluasi tersebut
akan dibangun struktur mutasi pada intron trnL
sehingga dapat diketahui pola mutasi struktur sekunder
intron trnL, hipotesis tentang mekanisme terjadinya,
dan kegunaannya pada studi sistematika molekuler
serta aplikasinya.
BAHANDANMETODE
Urutan DNA intron trnL dari 14 marga dan 110
spesies Dipterocarpaceae ini diperoleh dari pangkalan
data Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) yang
daftar nomor aksesnya terlampir di Tabel Lampiran 1.
Urutan DNA ini kemudian dijajarkan dengan program
Clustal W (Thompson etal., 1994) dan dikoreksi secara
visual. Estimasi keberadaan inverted repeat dilakukan
dengan menggunakan program Genetyx dan dikoreksi
secara visual. Prediksi struktur mutasi sekunder dari
urutan RNA intron trnL dibangun dengan
menggunakan program Mfold (http://
bioweb.pasteur.fr/docs/softgen.html#MFOLD) dan
juga dikoreksi secara visual sehingga dari struktur ini
bisa diperkirakan susunan stem loop. Struktur ini
ulangan nukleotida yang panjang, indel, dan pusat
(hotspot) untuk substitusi nukleotida.
HASIL
Jumlah urutan DNA terjajar yang digunakan
dalam studi ini adalah 524 pasangan basa (pb)
nukleotida (Data tidak ditampilkan). Empat struktur stem
loop telah diidentifikasi dan lokasi struktur di sepanjang
urutan DNA intron trnL (Gambar 2). Ukuran mutasi
struktural ini bervariasi antara 18 hingga 72 nukleotida,
dengan struktur terbesar tercatat pada stem loop 3.
Prediksi struktur sekunder /RNA-Leucine dan trnL
intron ini diadopsi dari Nymphaea odorata (Borsch et
ah, 2003; Tarbelet at al., 2007). Struktur stem loop 1
terletak pada loop P6, sedangkan ketiga stem loop
lainnya terletak di dalam loop P8 (Gambar 3). Berikut
adalah deskripsi dari setiap struktur stem loop.
Stem loop \.
Struktur stem loop terbentuk dari 8 pb penyusun
stem and 18 nukleotida penyusun loop (Gambar 4).
Mutasi yang terjadi pada loop berupa substitusi dan
penghapusan nukleotida. Substitusi nukleotida
dijumpai pada Monotes spp., Dryobalanops
lanceolata, Shorea scaberrima, S. materialis dan S.
guiso, sedangkan penghapusan 6 nukleotida
ditemukan pada seluruh spesies Vatica (Gambar 4).
Stem loop 2. Posisi 153-171
Struktur stem terbentuk dari 7 pb penyusun stem
dan 4 nukleotida penyusun loop (Gambar 5). Mutasi
yang terjadi pada struktur ini adalah substitusi
nukleotida di stem (Shorea splendida, Hopea
pubescens, H. apiculata dan H. singkawang), dan di
loop (Monotes spp., Neobalanocarpus heimii dan H.
nigra).
Stem loop 3. Posisi 257-328
Struktur stem loop ini terdiri dari 7 pb penyusun stem
dan 58 nukleotida penyusun loop, dimana 42 nukleotida
diantaranya merupakan pengulangan langsung dari 14
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Gambar2. Diagram yang disederhanakan dari urutan DNA intron trnL. Lokasi 4 struktur stem loop ditunjukkan
lewat boks bernomor 1-4. Ruang kosong adalah penghapusan nukleotida. Nama dalam box adalah
jenis-jenis Shorea selain Shorea seksi Doona.
Gambar3. Struktur sekunder intron trnL Dipterocarpaceae yang dimodifikasi dari Nymphaea odorata (Tarbelet
et al, 2007). Lokasi struktur stem loop 1 (SL 1) terletak pada loop P6 dan lokasi struktur stem loop 2,3
dan 4 (SL 2,3,4) terletak pada loop P8.
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A*AAAAAG*
5'-A U C CG U U U C*
G*
3 ' -UAAGCAAA U
G AAAAACU
Gambar 4. Strukturste/M loop 1. Model ini diambil dari
urutan RNA Neobalanocarpus heitnii.
Huruf bergaris bawah menunjukkan
penghapusan nukleotida pada Vatica spp.
Huruf dengan asterisk menunjukkan
substitusi nukleotida.
Gambar 5. Struktur stem loop 2. Model ini diambil dari
urutan RNA Neobalanocarpus heimii.
Huruf dengan asterisk menunjukkan
substitusi nukleotida






Ulangan 1. 2. 3 dari 14 nukleotida: GAUUUAUAUUUUUU)
Gambar 6. Struktur stem loop 3. Model ini diambil berdasarkan urutan RNA Dipterocarpus kerrii. Huruf bergaris
bawah menunjukkan penghapusan nukleotida pada Stemonoporus spp. Huruf dengan asterisk
menunjukkan substitusi nukleotida.
nukleotida dan hanya dijumpai pada Dipterocarpus
spp. (Gambar 6). Substitusi nukleotida terdapat di
bagian stem (N. heimii) dan di bagian loop (sebagian
besar jenis-jenis Hopea, Monotes spp. Vateriopsis
seychelarum, Parashorea spp., N. heimii, dan semua
jenis Shorea kecuali Shorea seksi Doona).
Penghapusan nukleotida dijumpai pada Stemomoporus
spp. yang hanya memiliki sekitar seperempat bagian
utama dari struktur stem loop, yaitu 7 nukleotida di
stem dari arah 5' dan 7 nukleotida berikutnya.
Stem loop 4: posisi 360-386
Struktur ini terbentuk dari 6 pb nukleotida penyusun
stem dan 15 nukleotida penyusun loop. Mutasi yang
terdapat pada struktur ini berupa penghapusan
nukleotida pada Cotylelobium spp. dan Stemonoporus
spp. (Gambar 7).
PEMBAHASAN
Keberadaan 4 struktur stem loop ini nampaknya
konsisten dengan struktur sekunder intron trriL pada
Nymphaea odorata (Gambar 3). Pengamatan detail
terhadap jajaran urutan RNA intron trnL pada
Dipterocarpacae dan N. odorata menunjukkan bahwa
daerah selain loop P6 dan P8, cukup terkonservasi






Gambar 7. Struktur stem loop 4. Model ini diambil dari
urutan RNA Neobalanocarpus heimii.
Huruf bergaris bawah menunjukkan
penghapusan nukleotida pada Cotyle-
lobium spp. dan huruf cetak miring
menunjukkan penghapusan nukleotida
pada Stemonoporus spp.
loop P6 dan P8 terbukti merupakan daerah variabel
dan pusat terjadinya mutasi.
Struktur stem loop 1 adalah struktur loop P6
karena seluruh posisi stem loop berada tepat pada loop
P6. Namun demikian, mutasi struktural loop P6 pada
Dipterocarpaceae berbeda dengan Nymphaea odorata.
Pada Dipterocarpaceae hanya terbentuk satu struktur
stem loop, sedangkan pada N. odorata terdapat
struktur hairpin kecil di dalam loop P6 (Gambar 3).
Loop P8 merupakan lokasi pusat mutasi terbesar pada
Dipterocarpaceae karena terdapat 3 mutasi struktural
sepanjang 107 nukleotida. Diantara ketiga stuktur
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mutasi yang terdapat pada loop P8, stem loop 3 bisa
dikatakan sebagai struktur mutasi yang paling penting
pada Dipterocarpaceae.
Keempat struktur stem loop tersebut memiliki mutasi
struktural termasuk subsititusi nukleotida didalamnya-
yang merupakan karakter diagnosa untuk marga
Dipterocarpaceae. Dengan demikian, struktur tersebut
layak digunakan sebagai marka DNA barcoding untuk
tingkat marga Dipterocarpaceae. Khusus untuk
struktur stem loop 3, pengulangan nukleotida yang
cukup panjang pada marga Dipterocarpus cukup
menarik, terlebih sewaktu dijumpai 3 ulangan langsung
yang hanya tercatat pada D. kerrii. Hipotesis yang
diajukan adalah penyisipan tersebut bersifat
homoplasi, karena mungkin ini merupakan hasil dari
proses evolusi independen yang terjadi pada marga
Dipterocarpus. Apabila hipotesis ini benar, maka
penyisipan ini tidak layak untuk dimasukkan kedalam
analisis filogenetika. Namun penyisipan ini berguna,
bila ternyata sifatnya haplotipik. Indel haplotipik (dalam
hal ini berupa penyisipan) adalah variasi urutan DNA
suatu spesies yang berasal dari populasi yang berbeda.
Oleh karenanya indel haplotipik bisa digunakan sebagai
marka molekuler untuk tingkat spesies atau infra-
specific dan populasi untuk marga Dipterocarpus.
Hipotesis ini akan bisa dibuktikan bila dilakukan
eksperimen lebih lanjut dengan melibatkan lebih
banyak spesies Dipterocarpus yang berasal dari
berbagai populasi.
Hipotesis mengenai mekanisme mutasi struktural
Stem loop 3.
Stem loop 3 merupakan mutasi structural utama
pada Dipterocarpaceae. Pada semua spesies
Dipterocarpus yang digunakan pada studi ini dijumpai
penyisipan 2 ulangan yang masing-masing ulangan
terdiri atas 14 nukleotida dimulai pada posisi 308, tepat
setelah 7 ulangan mononukleotida T (Gambar 8).
Keempatbelas nukleotida (TAGGTTATAGCAAA) ini
(Gambar 8) dimiliki bersama oleh semua spesies
Dipterocarpaceae.
Ada dua penyebab utama terjadinya indel, yaitu
Slipped Strand Mispairing (SSM) and Unequal
Crossing Over (UCO). SSM merupakan kejadian
intrahelik dan tidak memerlukan adanya kendala
(constrain) tertentu untuk terjadi, sedangkan OCU
merupakan kejadian interhelik yang membutuhkan
adanya constrain untuk terjadi. Tanpa bermaksud
mengabaikan isu OCU, keberadaan indel pada
Dipterocarpaceae diasumsikan akibat mekanisme
SSM. SSM sudah umum digunakan untuk
menjelaskan keberadaan indel (Cech et al., 1994;
Kelchner, 2002). SSM dapat menghasilkan indel
tergantung pada bagaimana struktur yang tidak
berpasangan (mispairedstructure) tersebut diperbaiki.
Berikut adalah hipotesa mengenai mekanisme SSM
yang terjadi pada stem loop 3 dan mekanisme ini bisa
dijadikan model untuk stuktur yang lainnya.
Replikasi DNA yang normal selalu terjadi dari
arah 5' ->3' (Gambar 9A dan 10A). SSM biasanya terjadi
pada salah satu untaian DNA dan pada daerah yang
banyak nukleotida berulang yang pendek (Kelchner
2002). Pada stem loop 3, terdapat 7 ulangan
mononukleotida T (bagian dari unit NR) tepat didepan
(5') 14 nukleotida berulang (Gambar 8).
Hipotesis tentang mekanisme SSM yang
pertama adalah kejadian penghapusan nukleotida yang
terjadi pada ulangan 1 dan 2 pada seluruh marga
Dipterocarpaceae kecuali marga Dipterocarpus. Dalam
hal ini diasumsikan bahwa seluruh marga
Dipterocarpaceae pada awal evolusinya memiliki 1 atau
2 ulangan tersebut. Apabila terjadi kesalahan replikasi
dan kesalahan berpasangan (misreplication
CACCTATTCCTTTGArrTATATTTTTT EATAGGTTATAGCAA 1TAGGTTATAGCAJ ATAGGTTATAGCAA? AAGAATTATAGG
Gambar 8. Urutan DNA stem loop 3. Huruf bergaris bawah adalah stem, huruf cetak miring adalah daerah yang
tidak berulang {Non-repetitive unit, NR), huruf dalam box 1 adalah unit dasar (basic unit, BU), huruf
dalam box 2 adalah ulangan dari BU (Repeat 1, Rl) dan huruf dalam box 3 adalah ulangan dari Rl
(Repeat 2, R2). Model ini diambil dari urutan DNA Dipterocarpus kerrii.
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SSM yang terjadi pada salah satu untaian DNA (box kelabu)
5'
3'
S1 NR BU R1
R1 S2
Perbaikan DNA, penghapusan satu ulangan (BU)
Replikasi berlanjut 3'
5"
Gambar 9. Mekanisme SSM yang terjadi pada seluruh marga Dipterocarpaceae kecuali Dipterocarpus. S1: Stem 1,
NR: Non-repeat unit, BU: Basic Unit (berisi 14 nukleotida), Rl: Repeat 1 (Ulangan dari BU), S2: Stem 2.
Anak panah menunjukkan arah replikasi DNA.
mispairing) pada untaian DNA komplementer (Gambar
9B), maka sebagian daerah yang terkena SSM tidak
terbaca pada waktu proses perbaikan DNA sehingga
terjadi penghapusan sejumlah nukleotida yang terkena
SSM. Dalam hal ini, daerah yang terkena SSM adalah
daerah tidak berulang (NR) dan unit dasar (BU) (Gambar
9B). Pada proses perbaikan DNA, daerah BU tidak
terbaca, dan pada replikasi berikutnya hanya daerah
NR dan ulangan 1 yang tersisa yang menjadi cetakan
untuk replikasi berikutnya (Gambar 9C).
Bilahal ini memang terjadi, maka akan terjadi 2
kali evolusi yang berbalik arah (reversal evolution)
pada Dipterocarpus. Dalam hal ini, marga
Dipterocarpus akan kehilangan 1 atau 2 ulangan dan
dalam perjalanan proses evolusi selanjutnya
memperolehkembali 1 atau 2 ulangan. Namundemikian,
hal ini mungkin sulit terjadi karena lebih dipercaya
bahwa proses evolusi cenderung berjalan ke arah yang
lebih sederhana sehingga memerlukan energi yang lebih
keciL
Hipotesis mekanisme SSM yang kedua adalah
penyisipan 1 atau 2 ulangan yang terjadi pada marga
Dipterocarpus akibat kesalahan replikasi dan
kesalahan berpasangan pada salah satu untaian DNA
sebaliknya (Gambar 10B). Daerah yang terkena SSM
adalah NR dan BU. Karena proses replikasi sedang
berjalan pada untaian ini maka DNA polymerase akan
terus membaca nukleotida komplementer (Rl) yang
akhirnya menghasilan tambahan nukleotida ulangan
(R2) (Gambar 1OC). Bila hal ini yang memang terjadi,
maka kemungkinan besar kejadian ini merupakan
evolusi independen yang terjadi pada marga
Dipterocarpus. Keberadaan 3 ulangan dari 14
nukleotida inti pada D. kerrii mungkin memperkuat
hipotesis ini.
KESIMPULAN
Terdapat 4 stuktur stem loop yang berada di
dalam struktur sekunder intron trnL yang terletak di
dalam loop P6 dan P8. Struktur ini mungkin terbentuk
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S1 NR BU R1 | S2
Replikasi berlanjut 3'
5'
Gambar 10. Mekanisme SSM yang terjadi pada seluruh margaDipterocarpus. S1: Stem 1, NR: Non-repeat unit,
BU: Basic Unit (berisi 14 nukleotida), Rl: Repeat 1 (ulangan dari BU), R2: Repeat 2 (ulangan dari Rl)
S2: Stem 2. Anak panah menunjukkan arah replikasi DNA.
akibat proses kesalahan replikasi dan kesalahan
berpasangan (SSM) pada basa nukleotida berulang.
Keempat struktur tersebut secara konsisten merupakan
karakter diagnosa marga Dipterocarpaceae. Struktur
stem loop 1 bisa menjadi karakter diagnosa untuk marga
Monotes dan Vatica; stem loop 2 ini merupakan
karakter diagnosa untuk Mon >'es dan TV. heimi; stem
loop 3 merupakan karakter diagnosa untuk marga
Monotes, Dipterocarpus, Stemonoporus, Vateriopsis,
Neobalanocarpus, Shorea seksi Richetioides
(Meranti kuning) dan Shorea seksi Doona (Shorea
endemik di Srilanka); stem loop 4 merupakan karakter
diagnosa untuk marga Cotylelobium dan
Stemonoporus. Stem loop 3, memiliki potensi untuk
digunakan sebagai marka genetika populasi untuk
jenis-jenis Dipterocarpus. Pada keempat struktur
tersebut juga terdapat mutasi di tingkat spesies, dan
dengan demikian, loop P6 dan P8 intron trriL memiliki
potensi sebagai marka untuk studi forensik DNA
misalnya DNA barcoding jenis-jenis
Dipterocarpaceae.
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Cotylelobium malayamm v. Slooten
Cotylelobium scabriusculum Brandis
Dipterocarpus alatus A. DC.
Dipterocarpus confertus t. Slooten
Dipterocarpus cornutus Dyer
Dipterocarpus glandulosus Thw.
























































Yulita - Mutasi Struktural Intron trnL (UAA) pada Dipterocarpaceae






































Hopea wighliana Miq. ex Dyer
Monotes madagascariensis Humbert
Neobalanocarpus heimii (King) Ashton
Parashorea lucida Kurz
Shorea acuminata Dyer






Shorea congestiflora (Thw.) Ashton
Shorea cordifolia (Thw.) Ashton
Shorea curtisii Dyer ex King







Shorea gardneri (Thw.) Ashton
Shorea guiso Blume
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Shorea macrophylla (De Vriese) Ashton
Shorea macroptera Dyer
Shorea materialis Ridley
Shorea maxima (King) Symington
Shorea maxvielliana King
Shorea megistophylla Ashton








Shorea quadrinervis v. Slooten
Shorea richetia Symington
Shorea roxburghii G. Don.
Shorea scaberrima Burck
Shorea selanica Blume




Shorea splendida (De Vriese) Ashton
Shorea stenoptera Burck
Shorea stipularis Thw.
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Valeria copallifera (Retz.) Alston
Vateriopsis seychellarum
Vatica qffinis Thw.
Vatica bella v. Slooten
Vatica chinensis Linn.
Vatica coriacea Ashton
No akes Genbank
AB246599
AB246552
AB246556
AB246555
AB246553
AB246559
AB246560
AB246557
AB246554
AB246558
AB006391
AB246561
AB246562
AB246551
AB246546
AB246550
AB246548
444
